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RESUMO 
 
 
No Brasil a população idosa vem crescendo exponencialmente, sendo que em 1960, o 
número de idosos com 60 anos era de aproximadamente 3 milhões de pessoas, e em 
2025, será mais de 30 milhões, segundo projeções do Instituto Brasileiro de Geografia 
e Estatística (IBGE). As doenças neurodegenerativas apresentam alta prevalência com 
o envelhecimento. Teorias mais recentes propõem que o envelhecimento seria 
resultado de alterações da homeostase de cálcio, desequilíbrio do sistema redox e 
disfunção mitocondrial, que poderiam levar à apoptose. Foi demonstrado que a terapia 
de reposição hormonal (TRH) com 17β-estradiol apresenta efeitos anti-apoptóticos e 
antioxidantes em modelos experimentais. A TRH em mulheres na menopausa 
melhorou a memória e diminuiu o risco de desenvolvimento de doenças 
neurodegenerativas. O objetivo deste estudo foi investigar o efeito do tratamento com 
17β-estradiol nas alterações da sinalização de cálcio e na geração de ERO em fatias 
de hipocampo de ratas senescentes. Os resultados mostraram que os animais 
senescentes apresentavam alterações dos estoques intracelulares de Ca2+, uma 
tendência a maior produção de ERO, acompanhada de uma diminuição da atividade 
metabólica mitocondrial. A TRH induziu um aumento da capacidade dos estoques 
intracelulares de Ca2+, um aumento da resposta ao estímulo da acetilcolina, uma 
tendência à diminuição da produção de ERO e um aumento da atividade metabólica 
mitocondrial. Dessa forma, podemos concluir que a TRH no envelhecimento apresenta 
efeito sobre a mitocôndria, melhorando a atividade metabólica e diminuindo a geração 
de ERO, como efeito antioxidante, além da capacidade moduladora da sinalização de 
cálcio. 
 
 
  
ABSTRACT 
 
In Brazil, the elderly population is growing exponentially. At 1960, the number of elderly 
with 60 years was approximately 3 million people. According to projections made by 
Brazilian Institute of Geography and Statistics (IBGE), the in 2025 the number of elderly 
will be more than 30 million and the Brazil will be the sixth country with largest number 
of elderly. In old-age, neurodegenerative diseases are highly prevalent. Evidence 
indicates that many degenerative processes of aging are associated to alterations in 
calcium homeostasis, imbalance between reactive oxygen species (ROS) production 
and tissue antioxidant defenses and mitochondrial dysfunction that can trigger 
apoptosis. On the other hand, the estrogen therapy with 17β-estradiol has been shown 
present an antiapoptotic and antioxidant effect. Therefore, the purpose of our study was 
to investigate the effect of treatment with 17β-estradiol on changes in calcium signaling 
and the generation of ROS in senescent rats. The analysis of senescent animals 
showed a dysfunction in intracellular buffering system, a tendency toward greater 
production of ROS and a reduction of the mitochondrial metabolic activity. Our results 
showed that estrogen therapy led to an increased capacity of calcium intracellular 
stores, increased response to acetylcholine stimulation, decreased the production 
tendency of ROS and increased metabolic activity of mitochondria. These findings 
indicate that estrogen therapy exhibit antioxidant properties and calcium signaling 
modulator in senescence. 
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“O que sabemos é uma gota e o que ignoramos é um oceano.” 
Isaac Newton 
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1. INTRODUÇÃO 
______________________________________________ 
 
 
1.1. Aspectos sociais do envelhecimento 
 
O século XX se caracterizou pelo envelhecimento populacional como um 
fenômeno mundial, mas que apresentou diferenças de acordo com a situação 
socioeconômica de cada região. Nos países emergentes, a população de idosos 
atingirá um crescimento de 123% no período de 1975 a 2025, de tal modo que a 
Organização das Nações Unidas (ONU) nomeou-o como a “Era do Envelhecimento” 
(OPAS/OMS, 2002). 
No Brasil a população idosa vem crescendo exponencialmente, sendo que em 
1960, o número de idosos com mais de 60 anos era de aproximadamente 3 milhões de 
pessoas. Em 1975, atingiu a marca de 7 milhões, e em 2006, totalizou mais de 17 
milhões de idosos. Segundo projeções do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística 
(IBGE), em 2025 serão mais de 30 milhões, colocando o Brasil em sexto lugar no 
ranking dos países com o maior número de idosos (Netto, 2004; Veras, 2007). 
É provável que este aumento na expectativa de vida se deva à melhoria do 
acesso ao saneamento básico, aos serviços de saúde e à expansão da informação 
(Sherwin e Henry, 2008). A longevidade, no entanto, não tem sido acompanhada por 
uma diminuição das principais doenças associadas ao envelhecimento (Sherwin e 
Henry, 2008). 
De acordo com Veras (2007), “O Brasil é um jovem país de cabelos brancos”, 
pois em menos de 40 anos foi observado um aumento na mortalidade de indivíduos 
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jovens e um aumento do número de idosos. O quadro de enfermidades crônicas, 
associado ao envelhecimento, incluindo as patologias cardíacas, hipertensão, diabetes 
e doenças neurodegenerativas, exige cuidados constantes, medicação e exames, o 
que onera bastante o Estado.   
Com a velocidade das mudanças demográficas, superpondo-se à pobreza, 
desigualdade social e o despreparo das instituições, a sociedade se depara com 
questões cruciais, como a urgência na atenção à saúde da população idosa, para que 
estes indivíduos possam usufruir do avanço da ciência e ganhar qualidade de vida 
(Veras, 2007). 
 
1.2. Teorias do envelhecimento 
 
O envelhecimento constitui um processo ainda não totalmente compreendido e 
tem sido interpretado segundo a ótica de diversas teorias baseadas em aspectos 
celulares, genômicos, moleculares e evolutivos. 
A teoria dos radicais livres criada por Harman em 1956 propõe que as espécies 
reativas do oxigênio (ERO) seriam capazes de causar dano às moléculas e conduzir às 
alterações e disfunções observadas no envelhecimento. A capacidade antioxidante 
encontra-se reduzida à produção de espécies radicalares e a peroxidação lipídica 
encontram-se aumentadas, reduzindo assim a probabilidade de sobrevivência ao 
estresse (Frazzini et al., 2006; Harman, 1956; Siqueira et al., 2005). 
Khachaturian (1989) desenvolveu a hipótese do cálcio para explicar o 
envelhecimento, considerando que alterações da homeostase do íon cálcio (Ca2+) 
compremeteriam a função neuronal, constituindo assim o substrato das doenças 
neurodegenerativas, principalmente doença de Alzheimer. O cálcio está envolvido em 
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vários mecanismos da fisiologia neuronal, incluindo plasticidade sináptica, 
aprendizagem e memória, e em mecanismos patológicos, como a excitoxicidade (Yu et 
al., 2009). 
 
1.3. Envelhecimento e sistema nervoso central 
 
Com o envelhecimento são observadas diversas alterações macroscópicas e 
microscópicas no encéfalo, que incluem: variação do peso e do volume do órgão, 
alargamento e aprofundamento dos sulcos, e redução do volume do córtex para-
hipocampal (Mattson, 2007) (Figura 1). Na doença de Alzheimer, estudos de 
neuroimagem têm demostrado perda do volume cerebral em algumas estruturas do 
lobo temporal, tal como córtex entorrinal e hipocampo (Bottino et al., 2002; Jack et al., 
1999).  
 
Figura1: Imagen representativa de um cérebro sadio (A) comparado com um cérebro 
com Alzheimer avançado (B). Disponível em: http://www.alz.org 
 
 A B 
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O hipocampo receberá especial atenção neste estudo, porque é uma região 
altamente plástica do cérebro, relacionada com a memória, aprendizagem e processos 
emocionais, constituindo um dos primeiros alvos de degeneração no envelhecimento e 
em doenças como o Alzheimer (Harry e Lefebvre, 2003; Kesner et al., 2004). Em 
humanos, esta estrutura cerebral é essencialmente uma faixa curva de córtex 
filogeneticamente primitivo (semelhante a um cavalo marinho), de aproximadamente 
quatro centímetros de comprimento, localizada na porção medial do lobo temporal. Ela 
se estende por todo o comprimento do assoalho do corno inferior (ou temporal) do 
ventrículo lateral (Brodal, 1979). Em contrapartida, em roedores o hipocampo 
apresenta proporção e localização diferentes, localizado abaixo do corpo caloso e 
acima do tálamo (porção septo-temporal) (Shepherd e Harris, 1998). 
 
Figuras 2: À esquerda, hipocampo humano dissecado (abaixo) comparado com o 
cavalo marinho - Hippocampus leria (acima). À direita, secções coronais da formação 
hipocampal de rato, macaco e humano corada com a técnica de Nissl.  Nota-se em 
vermelho a diferença do formato do giro dentado de cada espécie (rato, macaco, 
humano) (Adaptado de Andersen et al., 2007). 
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Embora a proporção e localização anatômica do hipocampo sejam distintas 
entre humanos e roedores, os circuitos neuronais entre as regiões hipocampais são 
similares (Philpot e Bear, 2002). O hipocampo é constituído por duas regiões 
interligadas: o giro dentado e o Corno de Ammon, sendo que ambas possuem uma 
organização interna trilaminada, composta por dois tipos de células principais: as 
células granulares do giro dentado e as células piramidais do Corno de Ammon (CA), 
sendo estas divididas nos setores de CA1, CA2 e CA3. O giro dentado é dividido em 
três camadas: molecular, granular e polimórfica (Amaral e Witter, 1989). Cada uma 
dessas regiões mantém um padrão organizado de conexões intrínsecas e extrínsecas, 
sendo que a principal aferência para a formação hipocampal origina-se no córtex 
entorrinal. 
O circuito córtex entorrinal - giro dentado - CA3 - CA1 é tradicionalmente 
denominado como via trisináptica (Figura 3). As fibras que deixam o córtex entorrinal 
em direção à formação hipocampal, constituem um feixe de axônios chamados de via 
perfurante (sinapse 1). Esses axônios estabelecem sinapses com os dendritos das 
células granulares, cujos corpos celulares estão densamente empilhados no estrato 
granular do giro dentado. As células granulares projetam axônios por meio de fibras 
musgosas que fazem sinapses com as células piramidais da região de CA3 (sinapse 
2). Os neurônios de CA3 projetam axônios, sendo que um dos ramos deixa a formação 
hipocampal pela via fímbria-fórnix e o outro, chamado de colateral de Schaffer, forma 
sinapses com as células piramidais de CA1 (sinapse 3), que por sua vez, emitem fibras 
para as camadas profundas do córtex entorrinal. 
As sinapses deste circuito são predominantemente excitatórias, e a inibição se 
faz principalmente através de interneurônios localizados no hilo do giro dentado e na 
região do corno de Ammon. Os principais neurotransmissores envolvidos neste circuito 
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são o glutamato e o ácido gama-aminobutírico (GABA) (Amaral e Witter, 1989; 
Andersen et al., 2007). 
 
Figura 3. Imagem representativa da via trisináptica hipocampal. EC = córtex entorrinal; 
DG = células granulares do giro dentado; CA1 e CA3 = células piramidais do Corno de 
Ammon; pp = via perfurante; ff = via fímbria-fórnix; mf = fibras musgosas; sc = colateral 
de Schaffer (Ikonen, 2001). 
 
O maior neurotransmissor excitatório do hipocampo é o glutamato. Este 
neurotransmissor ativa receptores ionotrópicos do tipo AMPA “amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazole propionic acid” (heterotetrâmeros GluR1 até GluR4), NMDA “N-
methyl-D-aspartate” (subunidades NR1; NR2A; 2B; 2C;2D; NR3A e 3B ) e cainato 
(GluR5, GLuR6, GluR7 , KA1 e KA2), além dos receptores metabotrópicos acoplados a 
proteína G. Os receptores NMDA diferem dos AMPA em vários aspectos importantes 
como: alta permeabilidade de Ca2+, longo tempo de abertura e alta afinidade por 
glutamato (Andersen et al., 2007).   
NMDARs e outros subtipos de receptores de glutamato estão agrupados em 
espinhos dendríticos, que funcionam como unidades de integração dos circuitos 
sinápticos e participam da plasticidade sináptica (Sattler et al., 2000). 
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Os receptores NMDA subunidade NR1 estão expressos nas células granulares 
dentadas, neurônios piramidais e em interneurônios, enquanto os subtipos NR2A e 
NR2B estão expressos em todas as camadas celulares do hipocampo e os subtipos 
NR2C e NR3B não são significativamente expressos no hipocampo. No entanto, os 
subtipos NR2D e NR3A são expressos no hipocampo durante embriogênese, 
principalmente no CA1 e no subiculum, já no adulto é expresso em células piramidais 
de CA1 (Andersen et al., 2007).  
Os receptores metabotrópicos do grupo I (mGluR1 e mGLuR5) estão em todas 
as principais células, entretanto  os grupos II (mGluR2, mGluR3) e o grupo III (mGluR4, 
mGluR6, mGluR7, mGluR8) são abundantes nas células granulares dentadas mas 
ausentes nas células piramidais (Andersen et al., 2007). 
 
1.4. Envelhecimento e sinalização de cálcio  
 
O íon Ca2+ participa de funções como a liberação de neurotransmissores e 
formação da memória (Berridge et al., 1998; Petersen et al., 2005). Essas funções 
dependem de um sistema de sinalização que mantém a homeostasia intracelular deste 
íon.  
Em condições fisiológicas de repouso, as células apresentam um gradiente de 
concentração de Ca2+ de 1 a 2 mM no meio extra e de 50 a 100 nM no meio  
intracelular. O gradiente de concentração é mantido por meio do funcionamento 
simultâneo de canais, transportadores e bombas localizadas na membrana plasmática, 
além de organelas intracelulares (Dong et al., 2006). Com a estimulação da célula 
ocorre aumento da concentração de cálcio citosólico ([Ca2+]c) por meio de duas vias: a) 
influxo de cálcio do meio extra para o intracelular pela abertura de diferentes tipos de 
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canais da membrana plasmática, como os canais operados por voltagem (VOC), por 
estoques (SOC) e por ligantes (LOC); b) liberação de cálcio pelos estoques 
intracelulares do retículo endoplasmático (RE) e mitocôndria (Dong et al.,2006).  
  
 
Figura 4: Mecanismo da homeostase de cálcio celular. A concentração de cálcio no 
meio intracelular mantém-se na casa dos 10-7M, enquanto a concentração do íon no 
meio extracelular mantém-se em torno de 10-3M. Este gradiente de concentração 
através da membrana plasmática é mantido devido ao funcionamento sincronizado de 
canais, trocadores e bombas dependentes de energia, localizados tanto na membrana 
plasmática, quanto nas membranas de organelas como o RE e a mitocôndria. O efluxo 
de cálcio é mediado pela ação das bombas de cálcio ATP-ase e dos trocadores de 
sódio/cálcio presentes na membrana plasmática. O influxo de cálcio para a célula 
ocorre pela ativação de canais de cálcio presentes na membrana plasmática, que 
podem ser operados por voltagem, operados por depleção de estoques intracelulares 
ou ativados por ligantes. Ainda, o aumento do cálcio citosólico pode ocorrer pela 
ativação de receptores metabotrópicos na membrana celular, com formação do 
segundo mensageiro IP3, que atua em receptores específicos presentes na membrana 
do RE, levando à liberação de cálcio desta organela. A recaptção de cálcio pelo RE 
ocorre por meio de uma bomba de cálcio ATP-ase presente em sua membrana, a 
SERCA. A mitocôndria é outra importante organela envolvida na sinalização e 
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tamponamento do cálcio. Ela é capaz não só de captar o íon através do unipoter, mas 
também de liberar cálcio para o citosol (Adaptado de Smaili et al., 2000). 
 
O acoplamento de um ligante ao receptor da membrana induz ativação da 
enzima fosfolipase C (PLC) com formação do segundo mensageiro inositol 1,4,5-
trifosfato (IP3), que ativa receptor de IP3 (IP3R) no retículo endoplasmático (RE). Este 
receptor uma vez ativado, leva à liberação do cálcio do retículo para o citosol. O RE 
possui também o receptor de rianodina (RyR) que é ativado pela rianodina. A 
despolarização da membrana e o influxo de Ca2+ para o interior da célula pode levar à 
ativação dos receptores IP3R e RyR que estão envolvidos no mecanismo de liberação 
de Ca2+ induzida por Ca2+ (do inglês calcium iduced- calcium-release, CICR) (Clodfelter 
et al., 2002). O CIRC é visto como um importante mecanismo de amplificação do sinal 
do cálcio regulando a função sináptica. Durante o envelhecimento, esses eventos têm 
sido relacionados com a excitoxicidade (Toescu e Verkhratsky, 2004). 
O retorno às condições basais de concentração de cálcio ocorre com a captação 
do Ca2+ pelo retículo, mitocôndria e proteínas citosólicas. O tamponamento do cálcio 
citosólico pelo retículo é mediado pela ação de uma Ca2+-ATPase (sarco-endoplasmic 
reticulum Ca2+-ATPase, SERCA), que capta o cálcio para o interior da organela 
(Toescu e Verkhratsky, 2004). 
As mitocôndrias são organelas vitais para a geração de energia, sinalização de 
cálcio e apoptose (Sekine et al., 2009). No sistema nervoso central, as mitocôndrias 
estão concentradas em locais de alto consumo de ATP (Sekine et al., 2009). A 
captação de Ca2+ pela mitocôndria é um mecanismo que compõe o sistema de 
regulação intracelular do íon. Todavia, o efluxo do excedente do cálcio mitocondrial 
para o citosol ocorre por dois mecanismos: via dependente de Na+ (trocador Na+/Ca+2) 
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ou pelo poro de transição de permeabilidade (PTP) (Berridge et al., 1998; Smaili et al., 
2000). 
O PTP é um poro de alta condutância, formado por um conglomerado de 
proteínas que atravessam as membranas mitocondriais. Este conglomerado de 
proteínas é modulado por vários fatores como cálcio, formação de espécies reativas e 
alteração de pH. A abertura do PTP permite o efluxo de H+, K+, MG2++, Ca2+ e solutos 
de até 1,5 KDa (Deniaud et al., 2008).  
Sabe-se que modificações no sistema de tamponamento mitocondrial de cálcio 
no envelhecimento, aumentam a vulnerabilidade dos neurônios aos estímulos 
(Murchison et al., 2004). Por exemplo, tem sido observado que em fatias de cerebelo 
de camundongos senescentes, está reduzida a capacidade de retornar aos níveis 
basais de Ca+2 após estímulo despolarizante. Esses dados foram atribuídos às 
alterações na função metabólica mitocondrial (Xiong et al., 2002).  
Estudos realizados no nosso laboratório observaram que o aumento dos níveis 
de cálcio mitocondrial está diretamente relacionado à produção de espécies reativas de 
oxigênio (ERO) e à apoptose. Esses achados foram demonstrados em fatias de 
estriado (Ureshino et al., 2010) e na musculatura lisa intestinal de ratas senescentes 
(Lopes et al., 2006).  
  
1.5. Envelhecimento e estresse oxidativo 
 
O envelhecimento cerebral está associado com um desequilíbrio progressivo 
entre as defesas antioxidantes e a concentração intracelular de ERO, aumentando os 
danos celulares como a lipoperoxidação e a oxidação do DNA (Mattson e Magnus, 
2006). A produção de ERO ocorre como conseqüência da redução incompleta do 
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oxigênio molecular, principalmente na sua passagem do oxigênio (O2) pelos complexos 
I e III da cadeia respiratória. Estimativas indicam que cerca de 1 a 4% de todo conteúdo 
do O2 consumido é convertido em ERO, como radicais superóxidos (O2-), peróxidos de 
hidrogênio (H2O2) e radicais hidroxila (OH-), que alteram as funções fisiológicas 
celulares (Ott et al., 2007). 
Em resposta à geração de ERO ocorre ativação do sistema de defesa 
antioxidante que compreende enzimas como: o superóxido dismutase, a catalase e a 
glutationa peroxidase, que são expressas para neutralizar as espécies radicalares e 
manter a homeostasia tecidual (Pajovic e Saicic, 2008). 
Dröge e Schipper (2007) demonstraram que as concentrações intracelulares de 
glutationa reduzida (GSH) encontravam-se diminuídas com o envelhecimento em 
diferentes modelos animais. Esses resultados foram observados principalmente na 
região do hipocampo, sendo responsável pela diminuição da memória (Dröge e 
Schipper, 2007).  
 
1.6. Envelhecimento e terapia de reposição hormonal 
 
A terapia de reposição hormonal (TRH) com 17β-estradiol está associada a 
diversos benefícios para a saúde da mulher na menopausa, com redução do risco de 
doenças como acidente vascular cerebral e Parkinson (Green e Simpkins, 2000; Wise 
et al., 2000; Norbury et al., 2003; Amantea et al., 2005; Dubal et al., 2006). Entretanto, 
ainda existem resultados controversos na relação risco/beneficio da TRH em relação às 
doenças cardiovasculares, assim como para o câncer de mama e de endométrio 
(Humphries e Gill, 2003). 
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O estrógeno é um hormônio esteróide monofenólico, que em 1980 foram 
identificados e mapeados os seus receptores: ERα e ERβ. Os dois subtipos de 
receptores de estrógeno alfa (ERα) e beta (ERβ), podem ser encontrados em todo o 
córtex cerebral, hipocampo, prosencéfalo basal, amígdala do rato, de primatas e de 
humanos (Shughrue et al., 1997; Osterlund et al., 2000; Shughrue e Merchenthaler, 
2000; Milner et al., 2005;Frick et al., 2010).  
Estudos em cérebros de ratos mostraram a presença de ERα 
predominantemente no hipocampo, área pré-optica e na maior parte do hipotálamo, 
sendo escassa ou ausente no córtex cerebral e cerebelo. Os receptores ERβ são 
encontrados em várias áreas do cérebro como na amígdala, cerebelo, córtex cerebral, 
entre outros (Maggi et al., 2004; Sherwin e Henry, 2008; Frick et al., 2010) (Figura 5). 
Sabe-se que a deleção completa do ERα anula a ação neuroprotetora em todas as 
regiões do cérebro, enquanto a ação protetora do estradiol se mantém ainda na 
ausência do ERβ (Wise et al., 2002).  
Figura 5: Representação esquemática de secções coronais do cérebro mostrando a 
distribuição dos receptores clássicos de estrógeno. À esquerda, os pontos vermelhos 
representam o receptor do subtipo alfa (ERα) e à direita, os pontos pretos representam 
o receptor do subtipo beta (ERβ). Os esquemas e pontos de referências estereotáxicas 
foram modificadas a partir do Atlas de Paxinos e Matson (1982). (Adaptado de 
Shughrue et al., 1997). 
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O estrogéno tem várias ações no cérebro, principalmente como modulador da 
plasticidade sináptica, cognição e neuroproteção. Muitas ações sem dúvida envolvem o 
mecanismo clássico de ação genômica, que leva horas, até o efeito se manifestar; visto 
que, depende da transcrição gênica por receptores nucleares de estrógeno (Raz  et al., 
2008). Várias respostas celulares são induzidas em minutos ou até mesmo segundos 
tais como geração de óxido nítrico, mobilização de cálcio e ativação de tirosina 
quinases. Por esta razão vem crescendo o interesse pelos efeitos rápidos não 
genômicos do estrógeno (Raz  et al., 2008).  A sinalização rápida pelo estrógeno está 
centrada no receptor de membrana ligado à proteína G (GPR30), que foi localizado por 
microscopia eletrônica na membrana plasmática e retículo endoplasmático de 
neurônios (Raz  et al., 2008). 
Evidências recentes sugerem que os receptores clássicos de estrógeno não 
estão limitados ao núcleo das células. O ERα está presente no núcleo e no citoplasma 
de interneurônios GABAérgicos e no citoplasma de células piramidais e granulares. Em 
neurônios piramidais, ambos receptores, estão localizados nos espinhos dendriticos, 
axônio e no terminal axonal, onde o ERβ é amplamente expresso nos sítios 
extranucleares (Milner et al., 2001Frick et al., 2010). O ERα também se encontra em 
sítios extranucleares tais como: espinhos dendriticos, axônios e glia, enquanto o mRNA 
do ERβ, foram identificados nas células piramidais e nas células próximas à camada de 
células granulares (Shughrue et al., 1997; Milner et al., 2005).Dados da literatura 
sugerem que os ERs estão expressos em regiões do encéfalo críticas para o 
aprendizado e memória, podendo modular o funcionamento dessas regiões (Frick et 
al., 2010).Os receptores de estrógeno, além de serem detectados no núcleo, estão 
presentes na membrana plasmática e no interior da mitocôndria dos neurônios (Brinton, 
2008; Arnold e Beyer, 2009; Alvarez-Delgado et al., 2010). Brinton et al. (2008) notaram 
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que os receptores de estrógeno presentes na mitocôndria, impediam a desregulação 
da homeostasia do cálcio, aumentando a captação de cálcio mitocondrial, mantendo a 
respiração mitocondrial e induzindo uma melhora no sistema de defesa antioxidante.  
 Sabe-se atualmente, que o estrógeno age diretamente nas áreas do cérebro que 
controlam humor e cognição, sendo que a área mais estudada é a formação 
hipocampal que controla a formação da memória espacial e temporária (Spencer et al, 
2008). A memória humana constitui um sistema que armazena e recupera informações 
adquiridas pelos sentidos, porém com o envelhecimento ocorre a alteração da memória 
de curto prazo (duração de algumas horas), que se torna mais vulnerável, 
diferentemente da memória de longo prazo (duração de meses e anos) (Toescu e 
Verkhratsky, 2007; Sherwin e Henry, 2008). 
 A reposição com estradiol em níveis fisiológicos iniciada imediatamente após a 
ovariectomia em ratas com 17 meses de idade induziu melhora do déficit da memória 
de trabalho; entretanto, quando a reposição era iniciada após um longo período de 
privação hormonal, nenhuma melhora era observada (Daniel, 2006).   
 Estudos mostraram que as células piramidais de CA1 de animais senescentes 
apresentavam uma diminuição de ERα, quando comparadas às ratas jovens. Estes 
resultados justificam a redução da sensibilidade ao estrógeno no hipocampo durante o 
envelhecimento (Adams et al., 2002; Spencer et al., 2008).  
O envelhecimento está associado à redução do número de neurônios do giro 
dentado do hipocampo e diminuição da neurogênese. Foi observado, entretanto, que o 
tratamento com estrógeno promove um aumento do número de células na região 
(Perez-Martin et al., 2005). Estudo com ratas adultas ovariectomizadas têm mostrado 
que o declínio cognitivo observado nos testes de memória é uma conseqüência da 
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redução significativa da densidade de dendritos de neurônios piramidais no córtex pré-
frontal e região de CA1 no hipocampo (Wallace et al., 2006). 
 Estudos clínicos mostraram que mulheres no climatério, com diminuição da 
memória (Halbreich, 1997), após tratamento com estrógeno, apresentaram melhora na 
memória (Sherwin e Suranyi-Cadotte, 1990;Sherwin, 2000). 
O estrógeno atua como antioxidante no hipocampo com a mesma potência e 
eficácia do antioxidante α-tocoferol (Vitamina E) controlando o início da progressão da 
doença de Alzheimer (Green e Simpkins, 2000; Norbury et al., 2003; Amantea et al., 
2005; Prokai-Tatrai et al., 2008). O estrógeno pode atenuar a peroxidação lipídica 
induzida pela exposição à substância β amilóide (Aβ), relacionada à progressão da 
Alzheimer (Green e Simpkins, 2000; Norbury et al., 2003; Amantea et al., 2005; Prokai-
Tatrai et al., 2008). 
Apesar das propriedades neuroprotetoras do estrógeno ainda não serem 
completamente conhecidas, sua eficácia tem sido demonstrada em modelos animais 
de neurodegeneração e isquemia, por exemplo, ratas que sofreram isquemia cerebral 
global, apresentam no hipocampo uma redução dos níveis citosólicos do citocromo c e 
apoptose, quando tratadas com estradiol (Dubal et al, 1998; Wise et al., 2001; Wise et 
al., 2002; Amantea et al., 2005). Adicionalmente, Sharma e Mehra (2008) observaram 
que os níveis da proteína anti-apoptótica Bcl-2, a qual previne a ativação de caspases 
e apoptose, tiveram um aumento significativo em ratas jovens tratadas com estrógeno.  
O tratamento com estrógeno aumenta a excitabilidade sináptica basal e a 
magnitude da potenciação de longa duração, além de suprimir a depressão de longa 
duração no hipocampo. A plasticidade aumentada induzida pelo tratamento com 
estrógeno pode ser resultante da ativação de receptores NMDA localizados nos 
neurônios piramidais da região CA1 e possivelmente pela inibição da síntese de GABA 
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induzida pelo estrógeno em interneurônios que regulam a função de neurônios 
piramidais (Hart et al., 2001;Frick et al., 2010). Sabe-se também, que o estrógeno 
aumenta a liberação de acetilcolina e a atividade da enzima colina acetiltransferase no 
neocórtex, hipocampo e prosencéfalo. Assim, a TRH pode melhorar a funcionalidade 
dos neurônios e reduzir o déficit cognitivo associado à diminuição da neurotransmissão 
colinérgica durante o envelhecimento e na doença de Alzheimer (Gibbs e Aggarwal, 
1998). Entretanto, os mecanismos pelos quais o estrógeno exerce tal função não estão 
totalmente esclarecidos. 
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               “Laços de União”, litografia, 1956. 
 
“A mente que se abre a uma nova idéia jamais voltará ao seu tamanho original.” 
Albert Einstein 
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2. OBJETIVOS 
______________________________________________ 
 
 
 A proposta do presente estudo foi investigar os efeitos do tratamento com 17β-
estradiol sobre as alterações encontradas com o envelhecimento na sinalização de 
cálcio e produção de espécies reativas de oxigênio em fatias hipocampais de ratas. 
 
2.1. Objetivos específicos 
 
a) Verificar a sinalização de cálcio induzida por glutamato e acetilcolina na região 
subgranular, granular, molecular e hilo de ratas tratadas com 17β-estradiol; 
 
b) Avaliar os estoques intracelulares de cálcio com fluorocarbonil-cianeto fenilhidrazona 
(FCCP) e tapsigargina nas regiões do giro dentado de ratas tratadas com 17β-estradiol; 
 
c) Analisar a produção de espécies reativas de oxigênio no giro dentado de ratas 
tratadas com 17β-estradiol; 
 
d) Avaliar a atividade metabólica mitocondrial através da autofluorêscencia do 
NAD(P)H no hipocampo de ratas tratadas com 17β-estradiol;  
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        Desenhar, litografia, 1948. 
 
“Não basta saber, é preciso também aplicar; não basta querer, 
 é preciso também fazer.” 
Goethe 
  
20 
3. MATERIAL E MÉTODOS 
______________________________________________ 
 
 
Todos os procedimentos experimentais descritos neste estudo foram aprovados 
pela Comissão de Ética em Pesquisa da UNIFESP, projeto CEP 003/09. 
 
3.1. Animais 
 
Foram utilizados neste projeto ratos Wistar 2BAW fêmeas com faixa etária 
variando entre 5-6 meses e 22-24 meses, procedentes do Biotério do Instituto Nacional 
de Farmacologia (INFAR) da UNIFESP. As ratas receberam comida e água ad libitum e 
foram mantidas em condições ambientais padronizadas (temperatura 22ºC e ciclo 12 
horas claro/escuro). 
Os animais foram divididos em três grupos experimentais: 
• Ratas jovens (5-6 meses) não ovariectomizadas e sem tratamento com 
17β- estradiol; 
• Ratas senescentes (22-24 meses) não ovariectomizadas e sem 
tratamento com 17β- estradiol; 
• Ratas senescentes (22-24 meses) ovariectomizadas tratadas com 17β- 
estradiol. 
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3.2 Tratamento 
Estrógeno: benzoato de estradiol (10mg) (Sigma C8515) foi diluído em óleo de 
soja (100ml) e aplicado via subcutânea por 21 dias intercalados em concentração de 
0,1mg/ml/animal (Cardoso et al., 2004).  
 
3.3. Procedimento de ovariectomia  
 
As ratas dos diferentes grupos eram anestesiadas com pentobarbital sódico (70 
mg/kg, ip) (Hiraichi et al, 1992) e colocadas em uma mesa cirúrgica em decúbito lateral. 
Realizou-se a tricotomia numa área de 2 por 2 cm, próximo à angulação entre o 
rebordo costal e a musculatura dorsal. Em seguida, realizou-se uma incisão dorsal 
paravertebral de aproximadamente 1cm de extensão na pele e de cerca de 1,5cm de 
extensão na musculatura, em condições assépticas. Após o afastamento da 
musculatura, os ovários eram localizados e pinçados, logo depois, eram feitas ligaduras 
com fio de algodão (1.0) entre as tubas uterinas e os ovários. Então foi realizada a 
sutura com fio de algodão (1.0) no tecido subcutâneo e na pele. O mesmo 
procedimento foi realizado na região contralateral. O tratamento foi iniciado no dia 
posterior à cirurgia. Os experimentos com as ratas tratadas eram realizados no 22° dia. 
 
3.4. Preparação hipocampal 
 
Após eutanásia, o cérebro de cada animal era cuidadosamente retirado da 
calota craniana (~3 min) e imerso em solução líquido cefalorraquiano artificial (LCRa) 
(KCl 4,7 mM, CaCl2 2,5 mM, NaHCO3 25 mM, KH2PO4 1,2 mM, MgSO4 1,2 mM, 
glicose 11 mM). Para diminuir danos neuronais, foram adicionados 225 mM de 
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sacarose (Moyer e Brown, 1998). A solução LCRa  foi previamente oxigenada (100% 
O2) e o pH mantido em ph 7,4. O cerebelo e uma pequena porção do lobo frontal do 
encéfalo eram descartados. O cérebro foi colado com cola plástica (SuperBonder) em 
um bloco de metal ajustado a uma espessa fatia de gel de agarose (5%), que dava 
suporte horizontal durante os cortes com o vibrátomo (1000 Plus Sectioning System, 
Campden Instruments, IN, USA). È importante ressaltar que os cérebros permaneciam 
submersos em solução LCRa em constante oxigenação (100% de O2) e mantidos sob 
refrigeração em gelo. Em seguida, foram realizados aproximadamente 6 cortes 
coronais (fatias) de 200 μm de espessura ( Rosenstock et al., 2004).  
Para dissecar o hipocampo, as fatias permaneciam no mesmo líquido oxigenado 
e refrigerado em gelo. Depois, as fatias foram transferidas para um pequeno frasco 
contendo solução de incubação (LCRa e FURA-2/AM) sob oxigenação constante e 
protegidos da luz. O FURA-2AM (acetoximetil ester) é um fluoróforo de cálcio, que por 
ação de esterases do citosol perde o grupo carboxílico e liga-se  ao cálcio, tornando-se 
fluorescente.  O FURA pode ser excitado nos comprimento de onda de 340nm (ligado 
ao Ca2+) e de 380nm (desligado do cálcio) com emissão registrada de 510nm. Dessa 
forma, este é considerado um indicador raciométrico por permitir medidas em 340 e 
380nm. A razão entre esses comprimentos de onda (R340/380) foi utilizada como um 
indicador das variações da concentração citoplasmática de cálcio, expressando os 
resultados sem prejuízo.  
As fatias foram lavadas e cuidadosamente dispostas em lamínulas circulares 
numa câmara de perfusão (Leiden) contendo 1 ml de solução nutritiva (mantidas a 
37ºC).  
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3.5. Efeito do Glutamato (1mM) 
 
O glutamato (1mM) promove ativação de receptores ionotrópicos e/ou 
receptores metabotrópicos que aumenta do [Ca2+]c. Em cada experimento foram 
realizadas em média 400 imagens, com intervalos de 10 s entre elas, sendo que o 
glutamato (1 mM) foi adicionado na 20° imagem, após a linha de base (em torno de 15 
minutos) e o seu efeito registrado durante 380 imagens (~ 63 minutos). 
 
3.6. Efeito da Acetilcolina (100μM) 
 
Em cada experimento foram realizadas em média 240 imagens, com intervalos 
de 10 s entre elas, sendo que a acetilcolina (100μM) foi adicionado na 20° imagem, 
após a linha de base (em torno de 15 minutos) e o seu efeito registrado durante 220 
imagens (aproximadamente 36 minutos). 
 
3.7.  Efeito da tapsigargina (2 µM) 
 
A tapsigargina, um inibidor específico e irreversível da SERCA (Takemura e 
cols., 1989), nos permite avaliar a quantidade do íon Ca2+ estocado no retículo 
endoplasmático. Em cada experimento foram realizadas em média 84 imagens, com 
intervalos de 10 s entre elas. A tapsigargina (2 µM) foi adicionada na 20° imagem, após 
a linha de base (em torno de 15 minutos) e o seu efeito registrado durante 64  imagens 
(aproximadamente 10 minutos). 
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3.8. Efeito do FCCP (2,5μM) 
 
O FCCP é um protonóforo que dissipa o gradiente eletroquímico mitocondrial, 
sendo considerado como uma medida indireta do cálcio mitocondrial, pois ocorre 
interrupção da captação de cálcio seguida da liberação de Ca2+. O FCCP foi utilizado 
em associação com a oligomicina (1mg/ml) e incubado durante 5 minutos. A 
oligomicina é utilizada porque inibe o complexo enzimático ATP sintase que participa 
da síntese de ATP, impedindo um esgotamento da mitocôndria por consumo do ATP, 
visto que ao dissipar o gradiente eletroquímico, o complexo enzimático pode sofrer uma 
reversão e o ATP passa a ser consumido. Em cada experimento foram realizadas em 
média 400 imagens, com intervalos de 10 s entre elas, sendo que o FCCP (2,5μM) foi 
adicionado na 20° imagem, após a linha de base (em torno de 15 minutos) e o seu 
efeito registrado durante 380 imagens (aproximadamente 63 minutos). 
 
3.9. Medidas da variação do [Ca2+]c 
  
O estudo das alterações de [Ca2+]c foi realizado com um microscópio de 
fluorescência invertido (Nikon TE 300, Nikon, Osaka, Japan) contendo uma câmera 
digital de CCD (charge coupled device) de alta resolução e resfriamento (Quantix 512 – 
Roper Sci, Princeton Instruments, USA) acoplada. As aquisições e análises das 
imagens foram feitas com o programa Spectralyser (Paul Anderson, NJ, USA). Para 
obtermos valores de fluorescência em unidades arbitrárias, o giro dentado foi 
delimitado em diferentes camadas: subgranular, granular, molecular e hilo, como 
mostrado na Figura 6.  
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Figura 6: Imagem representativa das regiões hipocampais estudadas. Camadas 
subgranular , granular, molecular e hilo 
 
 
3.10. Medidas da produção de ERO 
 
As fatias de hipocampo foram incubadas com 5µM de 5-clorometil-2’,7’-
diclorodihidrofluoresceína diacetato, acetil éster (CM-H2DCFDA), em banho a 37º C 
por 1 hora e em seguida foram lavadas para a realização dos experimentos. O CM-
H2DCFDA é uma molécula lipofílica que penetra nas células e sofre ação das 
esterases. É oxidada a 2’,7’-diclorofluoresceína (DCF) na presença de EROs e o 
produto é altamente fluorescente.   A fluorescência foi medida em microscópio Confocal 
LSM 510 com a objetiva de 10x e as imagens foram adquiridas em um intervalo de 30 
segundos. A estimulação do DCF foi realizada com o laser de Argônio (488 nm) 
usando-se o filtro HFT 488. A detecção da fluorescência emitida (525 nm) foi realizada 
com o filtro de emissão LP 505. 
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3.11. Níveis mitocondriais de NAD(P)H  
 
Os níveis de NAD(P)H/NAD(P)+ nas mitocôndrias (1mg de proteína/ml), foram 
monitorados espectrofluorimetricamente usando-se 366 e 450 nm para excitação e 
emissão, respectivamente (volume final do meio padrão, 2 ml), após incubação ou 
monitorando durante 10 minutos. 
Os nucleotídeos de piridina reduzidos (NAD(P)H) são fluorescentes, enquanto os 
nucleotídeos de piridina oxidados (NAD(P)+) não o são. Assim, a diminuição na 
intensidade de fluorescência reflete o processo de oxidação dos nucleotídeos.  
 
3.12. Análise estatística 
  
 Para que os dados pudessem ser analisados, utilizando-se métodos 
paramétricos, os dados de cálcio e ERO sofreram transformação logarítmica, segundo 
a fórmula log valor = logaritmo natural(valor) × 100. 
Para verificar a significância da diferença entre camadas (4: sub-granular, 
granular, molecular e hilo), grupo (3: jovem não tratado, senescente não tratado e 
senescente tratado) e a interação entre ambos os fatores para a determinação de 
cálcio pelas diferentes drogas, empregou-se uma análise de variância independente , 
considerando como fatores principais grupo e camada e a interação entre ambos. 
Quando necessário, empregou-se o post-hoc de Tukey para definir a significância da 
diferença entre os contrastes. Os grupos foram considerados estatisticamente 
diferentes, quando os níveis de significância eram menores que 5% (p<0,05). Os 
resultados estão apresentados como média  desvio padrão da média. 
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“É a teoria que decide o que podemos observar.” 
Albert Einstein 
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4. RESULTADOS 
______________________________________________ 
 
4.1. Sinalização de cálcio  
 
A primeira etapa desse trabalho foi investigar o efeito do estrógeno na 
sinalização de Ca2+ em fatias hipocampais de ratas jovens, senescentes, senescentes 
tratadas com 17β-estradiol incorporadas com o indicador raciométrico FURA 2-AM para 
medidas de [Ca2+]c em tempo real. 
 
4.1.1. Efeito do glutamato sobre [Ca2+]c na formação hipocampal 
As camadas do giro dentado selecionadas para a análise da sinalização de 
cálcio foram subgranular, granular, molecular e hilo (Figura 7). A concentração de 1mM 
foi estabelecida após a realização da curva dose-efeito. Estudos prévios em nosso 
laboratório realizado no estriado de animais senescentes, já tinham demonstrado que a 
concentração de 1mM de glutamato seria mais adequada (Ureshino et al., 2010).  
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Figura 7: A) Imagem representativa de fatia hipocampal com espessura de 200 μm de 
animal jovem. As camadas subgranular (subgr), granular (Gr), molecular (mo) e hilo (H) 
representam as regiões do giro dentado respectivamente. B) A imagem representa 
aquisição da fluorescência basal antes da adição do glutamato (2,5 min) e (C) a 
imagem representativa da fluorescência máxima obtida após adição do glutamato (1 
mM).. 
 
Os registros das curvas dos três grupos apresentaram grande variabilidade, 
assim as curvas representativas foram escolhidas de acordo com a média geral de 
cada grupo. Os grupos de ratas jovens e senescentes apresentaram curvas com dois 
componentes: elevação transiente de Ca2+ seguida de uma fase sustentada. Nestes 
grupos foram observadas uma segunda fase de aumento de [Ca2+]c.com padrão 
semelhante ao da primeira fase (transiente e sustentado). O grupo TRH, entretanto 
apresentou uma pequena elevação transiente de [Ca2+]c, seguida de um platô e um 
decaimento aos níveis pré-estimulatório. Neste grupo a amplitude do ponto máximo de 
elevação da fluorescência foi significativamente menor do que nos grupo jovem e 
senescente (Figura 8). 
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Figura 8: Gráfico representativo do efeito do glutamato (G 1mM) na sinalização de 
Ca2+ do giro dentado. As fatias hipocampais de ratas jovem, senescente ou senescente 
tratada com estrógeno (grupo TRH) foram estimuladas com glutamato e registradas por 
60 minutos. 
 
O glutamato (1mM) induziu uma elevação Ca2+c no grupo senescente 
semelhante ao grupo jovem. No grupo TRH o glutamato induziu um menor aumento da 
Ca2+c quando comparado aos grupos jovem (p<0.0002) e senescente (p<0.004) 
(Tabela 1). Neste experimento não foram observadas diferenças estatisticamente 
significantes entre as camadas estudadas (interação entre grupo e camadas; p>0,05). 
 
Tabela 1. Efeito do glutamato na variação [Ca2+]c no giro dentado. 
 
Grupo N° de animais Subgranular Granular Molecular Hilo 
Jovem 5 7,67  1,42 7,7  1,43 7,87  1,37 8,36  1,66 
Senescente 5 6,93  1,74 6,2  1,77 6,07  1,67 6,83  1,75 
TRHa,b 5 3,52  1,89 2,72  1,97 3,2  2,19 5,14  2,04 
 
Dados apresentados na forma de média  desvio padrão da média. 
a Indica diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo jovem. 
b Indica diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo senescente. 
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4.1.2. Efeito da acetilcolina na Ca2+c  no hipocampo 
 
A amplitude de elevação de [Ca2+]c no grupo TRH foi semelhante ao jovem. . O 
grupo senescente apresentou uma pequena elevação transiente de [Ca2+]c, seguida de 
um platô e um decaimento aos níveis pré-estimulatório. Neste grupo a amplitude do 
ponto máximo de elevação da fluorescência foi significativamente menor do que nos 
grupo jovem (p<0.0002) e TRH (p<0.0002) (Tabela 2 e Figura 9). 
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Figura 9: Gráfico representativo do efeito da acetilcolina (ACh, 100μM) na sinalização 
de Ca2+ do giro dentado. As fatias hipocampais dos grupos de ratas: jovem, senescente 
ou senescente tratada com estrógeno (grupo TRH) foram estimuladas com acetilcolina 
e registradas por 40 minutos. 
 
Nenhuma diferença estatística foi encontrada entre as camadas estudadas 
(interação entre grupo e camadas; p>0,05). 
 
  
32 
Tabela 2. Efeito da acetilcolina na [Ca2+]c do giro dentado. 
 
Grupo N° de animais Subgranular Granular Molecular Hilo 
Jovemb 4 8,48  1,18 7,89  1,22 7,68  1,25 7,41  1,48 
Senescente 7 2,23  2,97 2,07  2,45 1,73  2,04 2,17  3,66 
TRHb 5 5,36  1,43 5,93  1,19 5,88  1,47 6,7  1,81 
 
Dados apresentados na forma de média  desvio padrão da média. 
b Indica diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo senescente. 
 
 
4.1.3. Efeito do FCCP na Ca2+c hipocampal 
 Para verificar o estoque de cálcio mitocondrial, investigamos o efeito do FCCP 
(2,5 μM), que é um protonóforo capaz de dissipar o gradiente elétrico mitocondrial e 
interromper a captação de cálcio, promovendo a liberaçao de Ca2+ pelo PTP. 
 Os grupos de ratas jovens e TRH apresentaram uma elevação do transiente de 
Ca2+ seguido de um decaimento rápido. As respostas do grupo jovem e TRH não foram 
estatisticamente diferentes, entretanto, os padrões das curvas foram diferentes na 
velocidade de decaimento da resposta. O grupo senescente apresentou uma pequena 
e lenta elevação de [Ca2+]c de menor amplitude, quando comparado aos grupos jovem 
(p<0.0002) e TRH (p<0.0002) (Tabela 3 e Figura 10). 
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Figura 10: Gráfico representativo do efeito do FCCP (2,5μM) na sinalização de Ca2+ do 
giro dentado. As fatias hipocampais de ratas dos grupos: jovem, senescente ou 
senescente tratada com estrógeno (TRH) registradas por 60 minutos. 
 
Neste experimento não encontramos diferenças estatisticamente significantes 
entre as camadas estudadas (interação entre grupo e camadas; p>0,05). 
 
Tabela 3. Efeito do FCCP na [Ca2+]c do giro dentado. 
 
Grupo N° de animais Subgranular Granular Molecular Hilo 
Jovemb 6 15,29  1,74 13,81  1,81 12,71  1,87 12,51  2,54 
Senescente 5 6,13  1,35 5,51  1,72 6,4  1,68 5,59  1,71 
TRHb 4 16,34  1,48 15,39  1,14 16,97  1,28 19,36  1,20 
 
Dados apresentados na forma de média  desvio padrão da média. 
b Indica diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo senescente. 
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4.1.4. Efeito da tapsigargina (2 μM) na Ca2+c hipocampal 
A tapsigargina (Tap), um inibidor irreversível da SERCA do RE, foi utilizada 
como ferramenta para estudo do estoque de Ca2+ reticular. Após inibição da SERCA, 
ocorre liberação com esvaziamento do estoque. A Tap foi utilizada em líquido 
nominalmente sem Ca2+. 
A adição da Tap promoveu um menor aumento de Ca2+c no grupo senescente, 
quando comparado ao jovem. No grupo TRH a Tap induziu um aumento do Ca2+c 
maior do que no grupo senescente  semelhante ao grupo jovem. 
Os grupos de ratas jovens e TRH apresentaram um maior estoque de Ca2+ 
sensível a tapsigargina, entretanto o grupo senescente apresentou um menor estoque 
de cálcio (Figura 11). 
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Figura 11: Gráfico representativo do efeito da tapsigargina (2μM) na sinalização de 
Ca2+ do giro dentado. As fatias hipocampais de ratas dos grupos: jovem, senescente ou 
senescente tratada com estrógeno (TRH) foram estimuladas com tapsigargina e 
observadas por 14 minutos. 
 
  
35 
Neste experimento não encontramos diferença estatisticamente significante 
entre os grupos e as camadas estudadas (p>0,05) após aplicação de tapsigargina em 
líquido nominalmente sem cálcio (Tabela 4). 
 
Tabela 4. Efeito do tapsigargina na [Ca2+]c do giro dentado. 
 
Grupo N° de animais Subgranular Granular Molecular Hilo 
Jovem 3 4,19  1,83 4,17  1,77 4,91  1,8 5,37  2,27 
Senescente 3 2,66  2,03 2,35  2,47 1,65  4,43 3,82  1,77 
TRH 3 5,73  2,27 5,98  2,76 5,72  3,37 5,94  2,61 
 
Dados apresentados na forma de média  desvio padrão da média. 
 
 
 
 
 
4.2. Produção de ERO 
 
 A sinalização de Ca+2 mostrou uma redução no estoque de cálcio mitocondrial 
nas ratas senescentes e uma recuperação destes conteúdos nas ratas tratadas com 
estrógeno. Foi avaliada a produção de ERO nas camadas subgranular, granular, 
molecular e hilo do giro dentado (GD) dos grupos estudados. 
A utilização do indicador CM-H2DCFDA permitiu medir a geração de ERO nos 
grupos: jovem, senescente, senescente tratada com 17β-estradiol. Observou-se uma 
menor produção de ERO na camda granular (p<0.0002), quando comparado com as 
camadas subgranular, molecular e hilo. Não houve diferença estatisticamente 
significante entre os grupos estudados. (Figura 12 e Tabela 5;  p>0.05). 
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Figura 12: As imagens da fluorescência basal das fatias do hipocampo incubadas com 
DCF (5μM) nos grupos: Jovem (A); Senescente (B) e Senescente tratada com 17β-
estradiol- TRH (C). As camadas estudadas encontram-se delimitadas em todas as 
aquisições sendo as seguintes: camada subgranular (subg), granular (Gr), molecular 
(MO) e hilo (H). 
 
 
Tabela 5. Produção ERO no giro dentado. 
 
Grupo N° de animais Subgranularc Granular Molecularc Hiloc 
Jovem 5 75,24  1,52 30,82  1,41 65,64  1,66 73,93  1,81 
Senescente 4 95,38  1,59 35,66  2,23 58,44  1,97 129,9  1,49 
TRH 4 60,77  1,78 40,05  2,32 62,97  1,57 70,94  1,74 
 
Dados apresentados na forma de média  desvio padrão da média. 
c Indica diferença estatisticamente significativa em relação à camada granular. 
 
4.3. Atividade metabólica mitocondrial 
 
O NAD(P)H é um importante indicador da atividade metabólica mitocondrial, 
responsável pela conversão da glutationa oxidada (GSSG) em glutationa reduzida 
(GSH). No grupo senescente foi observada uma tendência à diminuição dos níveis de 
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NAD(P)H, entretanto, no grupo TRH notou-se uma recuperação nesses níveis de 
NAD(P)H semelhante ao grupo jovem. 
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Figura 13: Gráfico representativo da autofluorêscencia do NAD(P)H de hipocampo de 
animais: jovem, senescente e senescente tratada com estrógeno (TRH). 
 
 
 
  
38 
 
 
 
 
 
 
M.C. Escher 
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“Aprender é a única coisa de que a mente nunca se cansa, 
nunca tem medo e nunca se arrepende.” 
Leonardo da Vinci 
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5. DISCUSSÃO 
 
 
Estudos preliminares em nosso laboratório mostraram papel antiapoptótico do 
estrógeno em cérebro de ratas durante o envelhecimento. Entretanto, os mecanismos 
do papel neuroprotetor do estrógeno não estão totalmente esclarecidos. O Objetivo do 
estudo foi investigar as alterações da sinalização de cálcio e produção de ERO em 
fatias hipocampais de ratas senescentes tratadas com 17β-estradiol. Nossos 
resultados mostraram um possível papel regulatório da TRH na homeostase de cálcio e 
na redução da produção de ERO no giro dentado de ratas senescentes. Esses 
resultados parecem estar associados a um aumento no tamponamento de Ca2+ 
mitocondrial induzido pelo 17β-estradiol durante o envelhecimento.  
O envelhecimento cerebral está associado às alterações da homeostase de 
cálcio, desequilíbrio progressivo entre as defesas antioxidantes e a concentração 
intracelular de ERO, aumentando os danos celulares como a lipoperoxidação e a 
oxidação do DNA (Mattson e Magnus, 2006). As alterações dos processos 
homeostáticos do cálcio podem resultar em mudanças na excitabilidade, na indução do 
LTP e na plasticidade sináptica (Kumar e Foster, 2005; Foster, 2007). 
A elevação sustentada na concentração de cálcio intracelular devido à 
estimulação excessiva de receptores glutamatérgicos (AMPA e NMDA) está 
relacionada ao mecanismo de excitotoxicidade (Mattson, 2007). 
Em nosso experimento, a estimulação dos receptores glutamatérgicos pelo 
glutamato exógeno ocasionou um influxo de cálcio via receptores NMDA, abertura de 
canais dependentes de voltagem e ativação dos receptores ionotrópicos e 
metabotrópicos. Neste caso, o influxo de cálcio pode ser demonstrado por uma 
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elevação rápida e transiente da Ca2+c  nos grupos jovem e senescente. Entretanto a 
amplitude da curva do grupo senescente foi menor provavelmente, devido a uma 
redução no número de receptores glutamatérgicos, principalmente NMDA, o que pode 
explicar essa diferença na sinalização (Segovia et al., 2001; Dickstein et al., 2007).  
Estudo realizado em nosso laboratório com animais machos senescentes, 
mostrou que o aumento do Ca2+c em resposta ao glutamato foi menor no grupo de 
animais senescentes do que a resposta dos animais adultos (Souza, 2010). 
 Com o aumento da idade, uma diminuição na expressão gênica de subunidades 
do receptor NMDA (NR2B e NR1) tem sido detectada no córtex e giro dentado  
(Magnusson, 2000). Entretanto, foi observado que o tratamento com estrógeno pode 
recuperar e aumentar a expressão dos receptores, a distribuição hipocampal da 
subunidade NR2B em ratas fêmeas senescentes (Adams et al., 2004). 
Diante das várias evidências das alterações da homeostase de cálcio no 
envelhecimento que podem conduzir a um quadro citotóxico, investigamos o papel do 
tratamento com 17β-estradiol sobre a sinalização de cálcio. Nossos resultados 
mostraram que após a estimulação de receptores glutamatérgicos ocorreu uma 
pequena elevação transiente de [Ca2+]c, seguida de um platô e um decaimento aos 
níveis pré-estimulatórios no grupo TRH menor do que no grupo jovem e senescente. 
Dessa forma, nossos resultados evidenciaram um possível papel neuroprotetor do 
estrógeno ao promover menor aumento de [Ca2+]c, ativando mecanismos 
tamponadores, com retorno aos níveis basais de [Ca2+]c. 
Nilsen e Diaz (2003) mostraram em cultura neuronal hipocampal tratada com 
estrógeno que a resposta de cálcio era dependente das concentrações de glutamato. 
Quando os neurônios eram expostos a concentrações fisiológicas de glutamato o 
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estrógeno aumentava a resposta de Ca+2c. Entretanto, quando eram expostos à 
concentrações tóxicas, essas respostas eram atenuadas.  
Liu et al. (1996) demonstraram que a neurotoxicidade por glutamato no 
hipocampo de ratos era dependente da idade, ou seja, os neonatais eram menos 
vulneráveis a danos do que os mais velhos. Foi demonstrado também que a alteração 
da homeostasia de Ca2+ presente na doença de Alzheimer seria resultado do aumento 
do influxo de Ca2+ pelos receptores NMDA, constituindo a premissa do estado de 
exicitoxicidade (Choi, 1987, Spilgeman et al., 1996). 
O estrógeno pode também modular a atividade colinérgica no hipocampo, pois 
animais jovens ovariectomizadas apresentaram redução da absorção de colina e da 
atividade da acetiltransferase com redução na síntese da acetilcolina (Pereira et al., 
2008;Wu et al., 1999).Vaucher et al. (2002) mostraram que a ovariectomia em 
camundongos jovens e senescentes levou à redução da densidade de receptores 
muscarínicos (M1 e M2) na maioria das regiões cerebrais relacionadas à memória e o 
tratamento com 17β-estradiol foi capaz de evitar a diminuição desses receptores.  
O papel dos receptores muscarínicos na função hipocampal ainda precisa ser 
explorado, entretanto acredita-se que o receptor M1 pode mediar os efeitos da 
acetilcolina na função cognitiva e na plasticidade hipocampal (Cardoso et al., 2004).  
No presente trabalho, a estimulação das fatias com acetilcolina exógena e 
ativação de receptores colinérgicos que mobilizam cálcio por meio da produção do 
inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) induziu no grupo senescente uma menor elevação 
transiente de [Ca2+]c, seguida de um platô e um decaimento. Este decaimento está 
relacionado aos sistemas tamponadores de Ca2+c. Todavia, no grupo TRH a ACh 
induziu um aumento de Ca2+c significativamente maior do que no grupo senescente, 
mas semelhante ao grupo jovem.   
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O estrógeno foi capaz de aumentar a resposta à ACh, fato que tem importância 
na formação da memória durante o envelhecimento. Com os experimentos de 
estimulação de receptores colinérgicos e glutamatérgicos, verificamos que o 
tamponamento de [Ca2+]c é diferente nos grupos. Nas ratas tratadas com 17β-estradiol, 
os estoques intracelulares que constituem importantes mecanismos tamponadores 
foram avaliados. 
A utilização do FCCP, um protonóforo que induz o colapso do potencial de 
membrana mitocondrial e libera cálcio para o citosol, induziu um menor aumento de 
[Ca2+]c nos animais senescentes, sugerindo menor conteúdo do cálcio mitocondrial. A 
resposta ao FCCP nos animais senescentes tratados com 17β-estradiol mostrou um 
aumento do conteúdo do estoque mitocondrial. Este resultado evidencia o papel dos 
ER, visto que foram detectadas presença de ERα e ERβ na mitocôndria e no RE (Yang 
et al., 2003; Cheng e Yager, 2004).Lobaton et al. (2005) sugerem que o 17β-estradiol 
em dose suprafisiológica pode atuar no uniporter, aumentando a captação de Ca2+, 
enquanto antagonistas ou agonistas parciais como tamoxifeno inibem a atividade. 
Esses dados corroboram com Nilsen e Diaz (2003) que mostraram um aumento do 
estoque de cálcio mitocondrial em cultura primária de hipocampo.  
O RE foi também avaliado, utilizando-se a tapsigargina (Tap), um inibidor 
específico da SERCA em líquido nominalmente sem Ca2+. Nesta condição, ocorre a 
liberação do conteúdo de Ca2+ do RE. A Tap induziu um menor aumento de [Ca2+]c no 
grupo senescente, sugerindo neste caso, um menor estoque de Ca2+ quando 
comparado aos outros grupos. A Tap no grupo tratado com 17β-estradiol induziu um 
aumento de [Ca2+]c semelhante ao grupo jovem. O tratamento com 17β-estradiol 
parece estar modulando novamente a captação de cálcio pelos estoques como ocorreu 
na mitocôndria, pois em ambos os experimentos, o grupo TRH atinge os mesmos 
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níveis de captação de cálcio de um animal jovem. É possível que o receptor de 
estrógeno encontrado no retículo endoplasmático possa ter um papel nesta resposta, 
apesar de não ter sido constatada diferença estatistica entre os grupos estudados. 
(Brinton et al., 2008).  
Estudo com estriado de ratas senescentes demonstrou que o retículo 
apresentava menor estoque de cálcio em relação ao grupo jovem (Ureshino et al., 
2010). Evidências indicam que os mecanismos de tamponamento de Ca2+ podem 
proteger neurônios da excitotoxicidade durante o envelhecimento (Murchison e Griffith, 
1998; Nicholls et al., 1999). 
 A teoria mitocondrial do envelhecimento postula que o processo é resultante de 
lesão do DNA e disfunção mitocondrial causada pelo aumento da produção de ERO 
(Vina et al., 2007; Head, 2009; Petrosillo et al., 2009). As alterações encontradas na 
sinalização de Ca2+ mitocondrial sugeriram a importância da avaliação da geração de 
ERO pela mitocôndria.  
Nossos resultados mostraram que os animais senescentes apresentaram uma 
maior produção de ERO nas camadas, subgranular, molecular e hilo. Os animais 
tratados com 17β-estradiol apresentaram uma diminuição da produção de ERO nas 
camadas subgranular, molecular e hilo, à semelhança do que foi observado nos jovens. 
Esses resultados sugerem o papel do 17β-estradiol como um antioxidante nos animais 
do grupo TRH.  
O estrógeno exerce um papel antioxidante preventivo, isto é, não neutraliza o 
radical formado, porém entra no cíclo redox, prevenindo a peroxidação lipídica, 
utilizando o NAD(P)H como co-fator (Jalil et al., 2005). Em contrapartida, a sua ação 
está relacionada à cadeia respiratória e produção de ATP. A ação neuroprotetora 
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depende da presença do grupo hidroxil (Behl et al., 1997; Prokai-Tatrai et La., 2008; 
Ozacmak e Sayan, 2009).  
No presente estudo foi confirmada a ação antioxidante do estrógeno que reduziu 
a geração de ERO no grupo senescente tratado com 17β-estradiol. Todavia, não foi 
observada uma diminuição na geração de ERO na camada granular em relação às 
outras camadas estudadas. Provavelmente essa diferença na produção de ERO seja 
decorrrente da variação morfológica das camadas do GD. A camada granular é 
basicamente composta por corpos celulares, enquanto a camada molecular, por 
exemplo, é constituída por dendritos.  
Foi estabelecido que no envelhecimento podem ocorrer alterações da função 
mitocondrial e diminuição no potencial de membrana mitocondrial (Xiong et al., 2002; 
Lopes et al., 2004; Murchison et al., 2004; Ureshino et al., 2010).  
O NAD(P)H é extremamente importante para que haja um equilíbrio redox nas 
células, pois este participa como um redutor juntamente com a glutationa redutase da 
conversão da glutationa oxidada(GSSG) em 2 moléculas de glutationa reduzida (GSH) 
e uma de NADP (Masella et al., 2005). Nossos resultados demonstraram uma 
tendência de maior atividade metabólica mitocondrial no grupo jovem e TRH e uma 
diminuição dessa atividade metabólica no grupo senescente, provavelmente devido a 
um desequilíbrio entre a GSH/GSSG e o aumento da produção de ERO. 
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6. CONCLUSÕES 
 
 
Os resultados aqui apresentados reforçam a hipótese de que, no 
envelhecimento, existem alterações na sinalização de Ca2+ que podem ser revertidos 
com o tratamento com 17β-estradiol. Portanto, os dados permitem concluir que o 
tratamento das ratas senescentes com 17β-estradiol induziu: 
(a) menor aumento de [Ca2+]c em resposta ao glutamato que pode estar 
associado ao efeito neuroprotetor na excitoxicidade; 
(b) maior aumento de [Ca2+]c em resposta à ACh. 
(c) aumento da resposta à Tap e ao FCCP indicando maior liberação do 
conteúdo de Ca2+ do RE e da mitocôndria respectivamente, sugerindo maior estoque 
de Ca2+ nestas organelas. 
(d) diminuição na produção de ERO na camada granular.  
(e) melhora da atividade metabólica, com aumento da autofluorescência do 
NAD(P)H  
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"Se a educação sozinha não transforma a sociedade, sem ela, 
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